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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　獲得免疫機構を有する生物に感染する黄色ブドウ球菌に対し抗菌活性を有する化合物を
スクリーニングする方法であって、
（ａ）自然免疫機構のみを有するカイコ幼虫に該黄色ブドウ球菌および被検試料を投与す
る工程、
（ｂ）該自然免疫機構のみを有するカイコ幼虫の感染症状または生存の程度を検出する工
程、および
（ｃ）被検試料を投与しない場合（対照）と比較して、該自然免疫機構のみを有するカイ
コ幼虫の感染症状を改善する、または生存の程度を向上させる化合物を選択する工程、を
含む方法。
【請求項２】
　獲得免疫機構を有する生物に感染する黄色ブドウ球菌に対する、被検試料の抗菌活性を
評価する方法であって、
（ａ）自然免疫機構のみを有するカイコ幼虫に黄色ブドウ球菌および被検試料を投与する
工程、
（ｂ）該自然免疫機構のみを有するカイコ幼虫の感染症状または生存の程度を検出する工
程、および
（ｃ）被検試料を投与しない場合（対照）と比較して、該被検試料が、該自然免疫機構の
みを有するカイコ幼虫の感染症状を改善するか否か、または生存の程度を向上させるか否
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かを判定する工程、を含む方法。
【請求項３】
　獲得免疫機構を有する生物が哺乳動物である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　哺乳動物がヒトである、請求項３に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、獲得免疫機構を有する生物に感染する病原微生物に対し抗菌活性を有する化
合物を自然免疫機構のみを有する生物を利用してスクリーニングする方法および獲得免疫
機構を有する生物に感染する病原微生物に対する抗菌活性を自然免疫機構のみを有する生
物を利用して評価する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　微生物感染症に対する新薬開発においては、カビ、放射菌、海洋生物などを含む各種生
物資源から抽出精製された化合物、有機化学的方法により合成された化学物質、あるいは
遺伝子工学的手法に基づいて得られた蛋白質（リコンビナントドラッグ）について、それ
らの薬品としての抗菌効果や安全性を動物実験により確認することが必要不可欠である。
従来、実験用の動物としては、主にマウス、希にサルやブタなどの哺乳動物が利用されて
きた。
【０００３】
　しかしながら、これら実験用の哺乳動物の飼育に当っては、ＳＰＦ（ｓｐｅｃｉｆｉｃ
　ｐａｔｈｏｇｅｎ－ｆｒｅｅ；特定病原体除去）と呼ばれる定められた細菌及びウイル
スの感染がない条件を満たす必要がある。それに加えて、ＳＰＦ動物による病原微生物の
感染実験を行なうには、施設や運用に多大の経費を要する。さらに、医薬品開発に多数の
哺乳動物を用いることは、倫理的に問題があるとの指摘もなされている。
　そこで、微生物感染症に対する新薬開発において、これら哺乳動物に代替しうる実験動
物の探索の必要性がある。
【０００４】
　ところで、生物の長い進化の歴史の中で、病原体による侵入と宿主との間の攻防は、様
々な免疫機構を導いてきた。ヒトを含む脊椎動物は抗体という、侵入者を特異的に認識す
る分子による「獲得免疫機構」を確立した。しかしながら、脊椎動物が現れる前に既に無
脊椎動物は、抗体によらない「自然免疫機構」を持っていた。無脊椎動物である昆虫は、
この地球上で最も繁栄していると考えられる生物の一つであるが、「自然免疫機構」によ
り外来者の侵入を防いでいる。
【０００５】
　近年の研究により、その分子レベルでの機構は、ヒトのそれと共通していることが明ら
かになりつつある。例えば、細菌感染に対する応答において、哺乳動物と昆虫は、防御遺
伝子を発現させるための共通に保存されたシグナル経路を持っている。すなわち、哺乳動
物においては、病原体の体内への侵入により、免疫細胞においてＴＯＬＬ　ｌｉｋｅ　ｒ
ｅｃｅｐｔｏｒを介して、ＮＦ－κＢの発現誘導が引き起こされる（非特許文献１）。一
方、Ｄｒｏｓｏｐｈｉｒａ　ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒの成虫においても、ＴＯＬＬ　ｌ
ｉｋｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒであるｄＴｏｌｌと１８－ｗｈｅｅｌｅｒを介してＮＦ－κＢ
のホモログであるＤｉｆとＲｅｌｉｓｈが誘導され、抗菌応答系が活性化される（非特許
文献２、非特許文献３）。
【０００６】
　また、最近になり、哺乳動物以外の動物を利用した病原微生物の感染モデルにつき、い
くつかの報告がなされた。例えば、Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｅｌｅｇａｎｓ（非
特許文献４、非特許文献５、非特許文献６）、Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎ
ａ（非特許文献７）を用いた緑膿菌感染の解析、Ｄｉｃｔｙｏｓｔｅｌｉｕｍ　ｄｉｓｃ
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ｏｉｄｅｕｍを用いたＬｅｇｉｏｎｅｌｌａ　ｐｈｅｕｍｏｐｈｉｌａ感染の解析（非特
許文献８）、Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｅｌｅｇａｎｓ（非特許文献９）、ｙｅａ
ｓｔ（非特許文献１０）を用いたＳａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ感染の
研究例が報告されている。
【０００７】
　しかしながら、これら自然免疫機構のみを有する生物を利用した感染モデルが、獲得免
疫機構を有する生物の微生物感染のモデルとなり得るかは全く不明であった。従って、ま
た、獲得免疫機構を有する生物の微生物感染症の治療のための抗菌剤のスクリーニングに
おいて、これら自然免疫機構のみを有する生物を利用した感染モデルを利用できるか否か
も不明であった。
　特に、グラム陽性の病原性細菌に関しては、これまで哺乳動物以外の動物個体を用いた
感染モデルの報告例すらないのが現状である。グラム陽性細菌の中でも黄色ブドウ球菌は
、ヒトに日和見感染症の原因菌であり、近年、多剤耐性能を持つＭＲＳＡが出現し、臨床
上問題となっている（非特許文献１１）。このため、黄色ブドウ球菌に対する抗菌剤の開
発が強く望まれている。
【０００８】
【非特許文献１】Medzhitov,R.etal.1997.Nature 388:394-397.
【非特許文献２】Lemaitre,B.etal.1996.Cell 86:973-983.
【非特許文献３】Bernal,A.,andD.A.Kimbell.2000.Proc.Natl.Acad.Sci.USA 97:6019-602
4.
【非特許文献４】Tan,M.W.etal.1999.Proc.Natl.Acad.Sci.USA.96:715-20.、
【非特許文献５】Tan,M,W.,etal.1999.Proc.Natl.Acad.Sci.USA 96:2408-13.
【非特許文献６】Mahajan-Miklos,S.etal.,1999.Cell 96:47-56.)
【非特許文献７】Reuber,T.L.etal.1998.Plant J.16:473-85.
【非特許文献８】Solomon,J.M.etal.2000.Infect Immun 68:2939-47.
【非特許文献９】Aballay,A.etal.2000.Curr Biol 10:1539-42.
【非特許文献１０】Scherer,C.A.etal.2000.Mol Microbiol.37:1133-45.
【非特許文献１１】Speller,DCet al.,Lancet 350:323-325.
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明は、このような状況に鑑みてなされたものであり、その目的は、自然免疫機構の
みを有する生物を利用した微生物感染のモデルであって、獲得免疫機構を有する生物にお
ける微生物感染症の抗菌剤開発に有用なモデルを提供することにある。本発明は、これら
感染モデルを利用して、獲得免疫機構を有する生物に感染する病原微生物に対し抗菌活性
を有する化合物をスクリーニングする方法および該抗菌活性の評価方法を提供することを
も目的とする。本発明の好ましい態様において、該感染モデルとして、昆虫類に属する生
物を利用する。また、本発明の他の好ましい態様において、該感染モデルとしてグラム陽
性の病原微生物に感染され得る生物を利用する。本発明は、また、抗菌剤のスクリーニン
グおよび抗菌活性の評価において、実験経費や実験スペースを節減することをも目的とす
る。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者らは、上記課題を解決すべく鋭意検討を行なった結果、世代交代が早く、研究
室で容易に飼育でき、遺伝学的解析が進んでいるカイコ（節足動物門、大顎亜門、有翅昆
虫類、チョウ目に属する）に着目した。カイコは幼虫が大型であるため、Ｃ．ｅｌｅｇａ
ｎｓ（線形動物門、双腺網、桿線虫亜門、カンセンチュウ目に属する）などの小型の生物
と比較して病原体や薬物の注射が極めて容易である（Ｏｋａｄａ，Ｅ．ｅｔ　ａｌ．１９
９７．Ｊ．Ｓｅｒｉｃ．Ｓｃｉ．Ｊｐｎ．６６：１１６－１２２．）。このため、病原体
に対する抗菌薬の評価に極めて適していると考えられる。また、カイコ幼虫を使用するこ
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とは、廉価であり、倫理上の問題もなく、哺乳動物と比較して有用性が高い。
【００１１】
　そこで、本発明者らは、カイコ幼虫を利用した病原微生物の感染モデルの開発を試みた
。まず、本発明者らは、個体における抗菌剤評価系として、カイコ幼虫が有用であるかに
ついて検討した。その結果、カイコ幼虫の血液中へ黄色ブドウ球菌あるいは緑膿菌の生菌
を注射すると、短期間で大部分のカイコ幼虫が死亡した。一方、オートクレーブ処理した
黄色ブドウ球菌を注射した場合には、カイコ幼虫の死亡は認められなかった。大腸菌を注
射した場合では、注射後５日目においても大部分のカイコ幼虫が生存した。黄色ブドウ球
菌を注射した後、経時的にカイコ幼虫の血液及び組織を採取した結果、黄色ブドウ球菌が
増殖していることが確認された。抗Ｓ．ａｕｒｅｕｓ抗体を用いた免疫染色により、中腸
上皮において黄色ブドウ球菌が増殖していることが示唆された。これらの結果は、カイコ
幼虫への黄色ブドウ球菌あるいは緑膿菌の注射により、カイコ幼虫が感染死することを示
している。
【００１２】
　さらに、メチシリン感受性黄色ブドウ球菌（ＭＳＳＡ）によるカイコ幼虫の感染死は、
アンピシリン、オキサシリン、バンコマイシンで抑えられるのに対し、メチシリン耐性黄
色ブドウ球菌（ＭＲＳＡ）によるカイコ幼虫の感染死は、アンピシリン、オキサシリンで
は抑えられず、バンコマイシンで抑えられた。また、ＭＳＳＡによるカイコ幼虫の感染死
は、消毒剤であるＥｔＯＨ、塩化ベンザルコニウム、ポビドンヨードでは抑えることがで
きなかった。驚くべきことに、この結果は、ヒトの臨床におけるこれら薬剤の有効性と一
致している。従って、カイコ幼虫を用いた系は動物個体に対する感染モデルとして新規抗
菌剤のスクリーニングや評価に極めて有効であると考えられる。本発明は、自然免疫機構
のみを有する生物における病原微生物感染に対する抗菌剤の有効性と、獲得免疫機構を有
する生物における病原微生物感染に対する抗菌剤の有効性の一致が示された世界で初めて
の例である。従って、また、本発明は、自然免疫機構のみを有する生物を利用して、獲得
免疫機構を有する生物に感染する病原微生物に対する抗菌活性の評価系を開発することに
成功した世界で初めての例でもある。
【００１３】
即ち、本発明は、自然免疫機構のみを有する無脊椎動物を利用した、獲得免疫機構を有す
る生物に感染する病原微生物に対し抗菌活性を有する化合物のスクリーニングおよび該抗
菌活性の評価に関し、より詳しくは、
（１）　獲得免疫機構を有する生物に感染する病原微生物に対し抗菌活性を有する化合物
をスクリーニングする方法であって、
（ａ）自然免疫機構のみを有する無脊椎動物に該病原微生物および被検試料を投与する工
程、
（ｂ）該自然免疫機構のみを有する無脊椎動物の感染症状または生存の程度を検出する工
程、および
（ｃ）被検試料を投与しない場合（対照）と比較して、該自然免疫機構のみを有する無脊
椎動物の感染症状を改善する、または生存の程度を向上させる化合物を選択する工程、を
含む方法、
（２）　獲得免疫機構を有する生物に感染する病原微生物に対する、被検試料の抗菌活性
を評価する方法であって、
（ａ）自然免疫機構のみを有する無脊椎動物に病原微生物および被検試料を投与する工程
、
（ｂ）該自然免疫機構のみを有する無脊椎動物の感染症状または生存の程度を検出する工
程、および
（ｃ）被検試料を投与しない場合（対照）と比較して、該被検試料が、該自然免疫機構の
みを有する無脊椎動物の感染症状を改善するか否か、または生存の程度を向上させるか否
かを判定する工程、を含む方法、
（３）　獲得免疫機構を有する生物が哺乳動物である、（１）または（２）に記載の方法
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、
（４）　哺乳動物がヒトである、（３）に記載の方法、
（５）　自然免疫機構のみを有する無脊椎動物が昆虫類に属する生物である、（１）から
（４）のいずれかに記載の方法、
（６）　昆虫類に属する生物が幼虫である、（５）に記載の方法、
（７）　幼虫が大型である、（６）に記載の方法、
（８）　昆虫類に属する生物がカイコである、（５）から（７）のいずれかに記載の方法
、
（９）　自然免疫機構のみを有する無脊椎動物がグラム陽性の病原微生物により感染され
るものである、（１）から（７）のいずれかに記載の方法、
（１０）　獲得免疫機構を有する生物に感染する病原微生物が黄色ブドウ球菌、緑濃菌、
コレラ菌および病原性大腸菌からなる群より選択される、（１）から（９）のいずれかに
記載の方法、を提供するものである。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明は、獲得免疫機構を有する生物に感染する病原微生物に対し抗菌活性を有する化
合物を自然免疫を有する生物を利用してスクリーニングする方法および該抗菌活性を自然
免疫を有する生物を利用して評価する方法を提供する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１５】
　本発明の方法においては、まず、自然免疫機構のみを有する生物に病原微生物および被
検試料を投与する（工程（ａ））。本発明において「自然免疫機構」とは、獲得免疫（後
天性免疫）機構によらない免疫的生体防御機構（先天性免疫機構）を意味する。脊椎動物
は、病原体の侵入に対し抗体などの侵入者を特異的に認識する分子を利用して生体を防御
する獲得免疫機構を有するが、無脊椎動物や植物はこのような獲得免疫機構を有しない。
本発明における「自然免疫機構のみを有する生物」とは、換言すれば、獲得免疫機構を有
しない無脊椎動物および植物である。
【００１６】
　本発明において病原微生物を投与する生物としては、自然免疫機構のみを有する生物で
あれば特に制限はないが、昆虫類に属する生物が好適な一例である。本発明において「昆
虫類」とは、節足動物門大顎亜門の一網であって、カマアシムシ類、トビムシ類、無翅昆
虫類および有翅昆虫類の４亜綱からなる綱を意味する。本発明に用いる昆虫類に属する生
物としては、特に制限はない。取り扱いの便宜性から幼虫であることが好ましい。幼虫と
しては、例えば、鱗翅目（ガやチョウを含む）及び甲虫目（カブトムシを含む）の幼虫が
挙げられるが、これらに制限されない。病原微生物や被検試料の投与のしやすさの観点か
ら、幼虫は大型のものであることが好ましい。本発明において「大型の幼虫」とは、体長
が１ｃｍ以上である幼虫を指す。昆虫類以外の生物としては、例えば、クモ、サソリ等の
昆虫類以外の節足動物、ナメクジ、カタツムリ等の軟体動物、ミミズ等の環形動物、ヒト
デ、ウニ等のキョク皮動物、ギョウ虫、回虫等の線形動物、ヒドラ、イソギンチャク、ク
ラゲ等の腔腸動物、イネ、ダイコン等のすべての植物が挙げられ、これら生物も本発明に
用いることが考えられる。
【００１７】
　自然免疫機構のみを有する生物には、グラム陰性細菌により感染されるもの、グラム陽
性細菌により感染されるもの、およびそれら双方により感染されるものが含まれる。現在
、黄色ブドウ球菌などのグラム陽性菌によるヒトの感染症に対する治療薬の開発が望まれ
ているが、このような治療薬の開発においては、グラム陽性細菌により感染されるものが
利用される。本実施例において用いたカイコ幼虫は、グラム陰性細菌のみならず、グラム
陽性細菌である黄色ブドウ球菌により感染されるため、これら抗菌剤の開発に好適に用い
ることができる。
【００１８】
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　本発明において「病原微生物」とは、宿主に感染して病気を引き起こす能力を有する微
生物を意味する。本発明においては、獲得免疫機構を有する生物の少なくとも１種に感染
する病原微生物を用いる。ヒトにおける微生物感染症に対する抗菌剤の開発の点からは、
病原微生物としては、ヒトに感染するものを用いることが好ましい。病原微生物には、グ
ラム陰性細菌およびグラム陽性細菌の双方が含まれる。本発明に適用可能なグラム陰性細
菌としては、例えば、緑膿菌、コレラ菌、病原性大腸菌（Ｏ－１５７）を、グラム陽性細
菌としては、例えば、黄色ブドウ球菌を挙げることができるが、これらに制限されるもの
ではない。
【００１９】
　宿主生物に投与される被検試料としては特に制限はなく、抗菌活性の評価を行ないたい
所望の試料が用いられる。被検試料としては、例えば、細胞抽出物、細胞培養上清、発酵
微生物産生物、海洋生物抽出物、植物抽出物、精製若しくは粗精製蛋白質、ペプチド、非
ペプチド性化合物、合成低分子化合物、天然化合物などが挙げられるが、これらに制限さ
れるものではない。
【００２０】
　病原微生物および被検試料の宿主への投与は、例えば、腹腔内投与、血液中への注射、
飼料（エサ）への添加、腸内への注入などの方法で行なうことができる。
【００２１】
　病原微生物や被検試料の宿主への投与量は、病原微生物、宿主及び被検試料の種類など
により変動する。一般的には、病原微生物は、培養可能な最高密度の菌液からその１００
００分の１くらいまで稀釈液を投与する。昆虫類に属する生物の幼虫を宿主に用いる場合
には、例えば、菌液０．０５ｍｌ程度を脚部から血液中に注射すればよい。被検試料は、
用いる宿主を殺傷する最小量を求め、それ以下の量を投与する。当業者であれば、病原微
生物、宿主及び被検試料の種類などに応じて、適切な投与量を選択することが可能であろ
う。
【００２２】
　本発明においては、次いで、病原微生物および被検試料が投与された自然免疫機構を有
する生物の感染症状または生存の程度を検出する（工程（ｂ））。
　検出する感染症状としては、例えば、[1]宿主個体内における病原微生物の数の増力、[
2]宿主の体重の減少あるいは宿主の体重の増加の阻害、[3]宿主の血液中の抗菌物質量の
低下、[4]宿主の免疫機能の不全、[5]宿主の体液及び体内臓器中の種々の酵素活性の低下
などが挙げられる。宿主が昆虫の幼虫であれば、例えば、高齢幼虫へと脱皮しない、ある
いは蛹や成虫とならないことなどを検出してもよい。本発明においては、また、上記感染
症状以外に、宿主の生存の程度を検出してもよい。生存の程度としては、例えば、生存率
や生存期間が挙げられる。
【００２３】
　本発明の抗菌活性を有する化合物のスクリーニングにおいては、次いで、被検試料を投
与しない場合（対照）と比較して、該自然免疫機構を有する生物の感染症状を改善する、
または生存の程度を向上させる化合物を選択する（工程（ｃ））。一方、本発明の抗菌活
性の評価方法においては、次いで、被検試料を投与しない場合（対照）と比較して、該被
検試料が、該自然免疫機構を有する生物の感染症状を改善するか否か、または生存の程度
を向上させるか否かを判定する（工程（ｃ））。
【００２４】
　投与した被検試料が、対照と比較して、宿主生物の感染症状を改善する、または生存の
程度を向上させる場合には、該被検試料は、宿主生物に投与した病原微生物に対し抗菌活
性を有すると判定することができ、一方、投与した被検試料が、対照と比較して、宿主生
物の感染症状を改善しない、または生存の程度を向上させない場合には、該被検試料は、
宿主生物に投与した病原微生物に対し抗菌活性を有しないと判定することができる。抗菌
活性を有すると判定された試料は、宿主生物に投与した病原微生物に対する抗菌剤の有力
な候補となる。
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【実施例】
【００２５】
　以下、本発明を実施例により、さらに詳細に説明するが、本発明は以下の実施例に制限
されるものではない。
【００２６】
　なお、本実施例において用いた黄色ブドウ球菌ＲＮ４２２０は順天堂大学平松博士より
分与された。黄色ブドウ球菌ＭＳＳＡ、ＭＲＳＡは九州大学付属病院における臨床分離株
を用いた（Ａｋｉｍｉｔｓｕ，Ｎ．，ｅｔ　ａｌ．１９９９．Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ　Ａ
ｇｅｎｔｓ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ　４３：３０４２－３０４３．）。黄色ブドウ球菌Ｓｍ
ｉｔｈ株、大腸菌ＮＩＨＪ株は微生物化学研究所浜田博士より分与された。緑膿菌（Ｓ２
４）、大腸菌Ｗ３１１０株及びＫ１２－３株は研究室保存株を用いた。黄色ブドウ球菌は
マンニット食塩培地（栄研化学株式会社）、緑膿菌はＮＡＣ培地（栄研化学株式会社）、
大腸菌はＤＯＣ培地（栄研化学株式会社）の寒天培地上で確認培養した。これらの菌のシ
ングルコロニーをＬＢ液体培地中で一晩培養して使用した。
【００２７】
　また、カイコ幼虫の受精卵を目本養蚕工業株式会社より購入し、室温で人工飼料（シル
クメイト：日本養蚕工業株式会社）を与えて飼育した。
【００２８】
［実施例１］
　黄色ブドウ球菌及び緑膿菌によるカイコ幼虫の感染死
　黄色ブドウ球菌及び緑膿菌はヒトの日和見感染症の原因菌である。本発明者らは、これ
らの細菌がカイコ幼虫を感染死させるか否かを検討した。
　５令カイコ幼虫の第一腹脚部にＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ及びＰｓ
ｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａの菌液または抗菌物質溶液を０．０５ｍｌ注
射し、指圧により１０秒間止血した。注射針は２７Ｇ　ｘ　３／４（テルモ株式会社）、
注射筒は１ｍｌ（テルモ株式会社）を使用した。注射後の経時的な生存個体数を調べた（
図１）。
【００２９】
　菌を含まない培地の希釈液を注射した場合は、全ての個体が５日以上生存していた。こ
れに対し、３ｘ１０７個のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓを注射した場合
、４つの株（ＲＮ４２２０、Ｓｍｉｔｈ、ＭＳＳＡ、ＭＲＳＡ）のいずれにおいても注射
後２日以内にカイコ幼虫の９０％以上が死亡した（図１）。黄色ブドウ球菌を注射したカ
イコ幼虫は、注射後、次第に餌を食べなくなり、動きが緩慢になり、２日目に表皮が薄い
褐色を呈し、死亡した。一方、オートクレーブ処理を行った黄色ブドウ球菌（３ｘ１０８

ｃｅｌｌｓ）を注射した場合のカイコ幼虫の生存率は、注射５日後においても、８０％以
上であった（データは示さず）。２０系統の臨床分離ＭＲＳＡ（Ａｋｉｍｉｔｓｕ，Ｎ．
，ｅｔ　ａｌ．１９９９．Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ　Ａｇｅｎｔｓ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ　
４３：３０４２－３０４３．）について調べた結果では、ＭＳＳＡに比べ特に毒性の高い
株は見出されなかったが、ＭＲＳＡ間で感染死を引き起こす必要な細胞数には違いが見ら
れた（データは示さず）。さらに、注射する黄色ブドウ球菌（ＭＳＳＡ）の菌数を、３ｘ
１０６ｃｅｌｌｓとした場合には、注射５日後に全ての個体が死亡したが、３ｘ１０５ｃ
ｅｌｌｓでは、注射５日後の生存率は５０％であった（データは示さず）。一方、３ｘ１
０７個のＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ（Ｓ２４）を注射した場合、１
日後に全ての個体が死亡した（図１）。緑膿菌を注射したカイコ幼虫も、注射後、餌を食
べなくなり、表皮が黒色を呈して死亡した。一方、３×１０７個のＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉ
ａ　ｃｏｌｉを注射した場合、検討した３つの株（ＮＩＨＪ、Ｋ１２－３、Ｗ３１１０）
いずれにおいても注射５日後の生存率は９０％以上であり、カイコ幼虫に対して病原性を
示さなかった。
【００３０】
　次ぎに、注射した黄色ブドウ球菌がカイコ幼虫体内で増殖しているか否かを検討した。
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カイコ幼虫体内の菌数の測定を以下のように行なった。
　菌を注射したカイコ幼虫の尾脚を切断し、体液を採取後、０．６％　ＮａＣｌで希釈し
、マンニット培地（栄研化学株式会社）上に塗布して、３７℃にて一晩培養後、現れたコ
ロニー数をカウントし、カイコ体液中の菌数を計算した。組織中の菌については、カイコ
幼虫をペーパータオル上で開腹し、体液を除去後、０．９％　ＮａＣｌに懸濁した後、マ
ンニット培地上に塗布し、現れたコロニー数をカウントし、組職中の菌数を計算した。カ
イコ幼虫の体液及び、組織の容積をそれぞれ１．５ｍｌ及び１ｍｌとして計算した。
【００３１】
　その結果、カイコ幼虫組織、体液のどちらにおいても、注射後菌数の顕著な増加が認め
られ（図２）、注射後２日目にはカイコ体内の総菌数は１ｘ１０８個に到達した。
【００３２】
　次に、カイコ幼虫体内組織における、黄色ブドウ球菌の増殖部位をパラフィン組織切片
に対する蛍光抗体法を用いて調べた。カイコ幼虫をカルノア液（ＥｔＯＨ：ｃｈｌｏｒｏ
ｆｏｒｍ：ＣＨ３ＣＯＯＨ＝６：３：１）で室温にて１０時間固定した。その後、パラフ
ィンに包埋し、１０μｍの厚さで切片を作成した。脱パラフィンを行った組織切片に対し
、１％ＢＳＡ（Ｓｉｇｍａ社）でブロッキング操作を施した後、黄色ブドウ球菌モノクロ
ーナル抗体（１５７０２　ＱＥＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ　Ｉｎｃ．）を反応させた。そ
の後、サンプルをＰＢＳで３回洗い、蛍光標識された２次抗体（ＦｌｕｏｒｏＬｉｎｋＴ

ＭＣｙＴＭ２　ｌａｂｅｌｌｅｄ　ｇｏａｔ　ａｎｔｉ－ｍｏｕｓｅ　ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）
，Ａｍｅｒｓｈａｍ社）を反応させた。さらにサンプルをＰＢＳで３回洗い、蛍光顕微鏡
（オリンパスＢＨ２）で観察した。
【００３３】
　図３は、黄色ブドウ球菌を注射後４０時間後のカイコ幼虫の中腸を体軸に対して垂直に
切断した組織像である。黄色ブドウ球菌を注射したカイコ幼虫では中腸上皮に明瞭な蛍光
が観察された。この蛍光は黄色ブドウ球菌を注射しなかったカイコ幼虫（図３Ａ）、ある
いは１次抗体を用いなかった場合（データは示さず）は認められなかった。以上の結果は
、カイコ幼虫の黄色ブドウ球菌による死が、黄色ブドウ球菌のカイコ幼虫体液中での増殖
、及び中腸組織への侵入と増殖による感染死であることを示唆する。
【００３４】
［実施例２］
　黄色ブドウ球菌によるカイコ幼虫の感染死に対する抗生物質及び消毒剤の効果
　さらに本発明者らは、カイコ幼虫の黄色ブドウ球菌による感染死が抗生物質で抑えられ
るか否かを調べた。黄色ブドウ球菌臨床分離株をカイコ幼虫に注射した後、アンピシリン
、オキサシリン、バンコマイシンを注射し、経時的にカイコ幼虫の生存個体数をカウント
した。
【００３５】
　ＭＳＳＡを単独注射した場合、２日後にはすべてのカイコ幼虫が死亡した。この時、ア
ンピシリン（２００μｇ／ｂｏｄｙ）、オキサシリン（２００μｇ／ｂｏｄｙ）、バンコ
マイシン（２００μｇ／ｂｏｄｙ）を注射した場合、注射４日目においても生存率は９０
％以上であった（図４Ａ）。すなわち、これら３種の抗生物質はいずれもＭＳＳＡによる
カイコ幼虫の感染死を抑えた。
【００３６】
　ＭＲＳＡ単独を注射した場合、１日後には９０％のカイコ幼虫が死亡した。この時、ア
ンピシリン（２００μｇ／ｂｏｄｙ）、オキサシリン（２００μｇ／ｂｏｄｙ）を注射し
た場合でも、注射２日目にすべてのカイコ幼虫が死亡した。これに対してバンコマイシン
（２００μｇ／ｂｏｄｙ）を注射した場合には、注射４日目においても生存率は８０％以
上であった（図４Ｂ）。よって、ＭＲＳＡによるカイコ幼虫の感染死はアンピシリン、オ
キサシリンにより抑えられないが、バンコマイシンにより抑えられることが判明した。
【００３７】
　さらに、種々の消毒剤によってＭＳＳＡ、ＭＲＳＡによるカイコ幼虫の死が抑えられる
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か否かを検討した。まず最初に、各種消毒剤の寒天培地における黄色ブドウ球菌に対する
ＭＩＣ値とカイコ幼虫に対するＬＤ５０値を比較した（表１）。
【００３８】
【表１】

【００３９】
　その結果、ＥｔＯＨ及びポビドンヨードはＭＩＣよりもＬＤ５０の値が低く治療効果は
期待できないことが判明した。一方、塩化ベンザルコニウムのＭＩＣ値はＬＤ５０値より
も小さい値を示したが、ＬＤ５０に近い量の塩化ベンザルコニウムによってもＭＳＳＡに
よるカイコ幼虫の死は抑えられなかった。すなわち、黄色ブドウ球菌によるカイコ幼虫の
感染死に対して、消毒剤による治療は有効でないことが判明した。
【００４０】
　なお、この実験に用いたアンピシリン（萬有製薬株式会社）、オキサシリン（Ｓｉｇｍ
ａ）、バンコマイシン（塩野義製薬株式会社）、塩化ベンザルコニウム（吉田製薬株式会
社）、ポビドンヨード（明治製菓株式会社）はすべて、０．６％ＮａＣｌで希釈して用い
た。それぞれの抗菌物質の黄色ブドウ球菌に対するＭＩＣは、種々の濃度の抗菌物質を含
むＬＢ１０寒天培地上に菌の一晩培養液（１ｘ１０３ｃｅｌｌｓ／ｍｌ）を１０３分の１
に希釈して、その１μｌをエーゼで広げ、３７℃で７２時間培養して求めた（Akimitsu,N
.,et　al.1999.Antimicrob　Agents　Chemother.43:3042-3043.）。感染したカイコ幼虫
に対するＩＣ５０を求める場合には、５ｘ１０６乗個の黄色ブドウ球菌をカイコ幼虫血液
中に注射後、さらに種々の濃度の抗菌物質溶液を０．０５ｍｌ注射した。注射４日後に生
存個体数が半数となる抗菌物質の濃度を求めた。カイコ幼虫の体液を１．５ｍｌとしてＩ
Ｃ５０値を計算した。カイコ幼虫に対するＬＤ５０は種々の濃度の抗菌物質の溶液０．０
５ｍｌを５匹の幼虫に注射し、注射後１日目に半数の幼虫が死亡する濃度とした。
【産業上の利用可能性】
【００４１】
　本発明により、自然免疫機構のみを有する生物を利用した、獲得免疫機構を有する生物
に対する病原微生物感染のモデルが提供された。本発明の感染モデルを利用した抗菌剤の
効果は、獲得免疫機構を有する生物におけるこれらの薬剤の有効性に対応することが期待
される。従って、本発明の感染モデルは、ヒトを含む獲得免疫機構を有する生物に対する
様々な病原体の感染モデルとなり得、これら病原体による感染症の抗菌剤のスクリーニン
グに有用である。本発明の感染モデルは、哺乳動物を用いた病原微生物の感染実験の前段
階として用いることにより、ヒトの臨床応用に可能な抗菌剤の開発の効率化に寄与するこ
とが期待できる。特にカイコの感染モデルは、グラム陽性の病原性細菌により感染される
ことから、例えば、黄色ブドウ球菌による日和見感染症に対する抗菌剤の開発に有効であ
る。
【００４２】
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　また、本発明の感染モデルを利用すれば、薬剤のスクリーニングにおいて、従来の哺乳
動物を利用する場合と異なり、一個体当りの入手費用、飼育費用、および実験スペースを
大幅に節減することが可能となる。例えば、マウス１０００匹をＳＰＦ環境（[1]空気を
フィルターで濾過すること、および[2]温度及び湿度を一定に保つこと、が必要）で飼育
するのに必要なスペースは、およそ２５ｍ２であり、これに加えてケージ洗浄室、オート
クレーブ室などのバックアップ設備が必要となる。一方、カイコの幼虫では、１ｍ２にイ
ンキュベーターを設置すれば、１０００～１００００匹（齢数により異なる）の飼育が可
能であり、温度を一定（例えば、３０℃）に保つこと以外に、ケージ洗浄室、オートクレ
ーブ室などの特別なバックアップ設備は不要である（匹数、必要な面積数などは目安の概
数で諸条件により変化する）。
【００４３】
　また、本発明のカイコ感染モデルは、Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓなどの小型の生物と比較して
病原体や薬物の注射が極めて容易であり、病原体に対する抗菌薬の評価に適していると言
える。
　カイコを含めた無脊椎動物や植物には、抗体を介した獲得免疫機構は存在しないが、ヒ
トと共通した自然免疫機構が存在する。本発明の感染モデルは、病原体の感染に対する自
然免疫機構を遺伝学的手法を用いて分子レベルで解明するためにも有効である。
【図面の簡単な説明】
【００４４】
【図１】黄色ブドウ球菌、緑膿菌、大腸菌を注射したカイコ幼虫の生存率を示す図である
。Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ（ＲＮ４２２０，Ｓｍｉｔｈ，ＭＳＳＡ
，ＭＲＳＡ）、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ（Ｓ２４）、Ｅｓｃｈｅ
ｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ（Ｋ１２－３，Ｗ３１１０，ＮＩＨＪ）の一晩培養液を０．６％
ＮａＣｌで１０倍に希釈して、その０．０５ｍｌ（３ｘ１０７ｃｅｌｌｓ）を１０匹のカ
イコ５令幼虫血液中に注射した。生存個体数を経時的にカウントした。
【図２】カイコ幼虫体内での黄色ブドウ球菌の増殖を示す図である。Ｓｔａｐｈｙｌｏｃ
ｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ（ＭＳＳＡ）の一晩培養液を０．６％ＮａＣｌで１０倍に希釈
して、その０．０５ｍｌ（３ｘ１０７ｃｅｌｌｓ）をカイコ幼虫に注射し、経時的にカイ
コ幼虫の体液（Ａ）、及び、組織（Ｂ）を回収し、０．６％ＮａＣｌ中に懸濁し、マンニ
ット培地に塗布し、３７℃で一晩培養後、現れたコロニー数をカウントした。
【図３】カイコ幼虫の中腸におけるＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓの局在
を示す顕微鏡写真である。０．９％ＮａＣｌ（Ａ）あるいは、黄色ブドウ球菌（ＭＳＳＡ
）（３ｘ１０７ｃｅｌｌｓ）（Ｂ）をカイコ幼虫に注射し、４０時間後に中腸のパラフィ
ン包埋組織切片を作成し、黄色ブドウ球菌抗体による間接蛍光抗体法を行った。図の左側
が体表側、右側が腸の内部側である。
【図４】Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓによるカイコ幼虫の感染死に対す
る種々の抗生物質の効果を示す図である。Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ
（３ｘ１０７ｃｅｌｌｓ／０．０５ｍｌ）をカイコ幼虫１０匹に注射し、さらに抗生物質
（０．２ｍｇ／０．０５ｍｌ）を注射し、その後経時的に生存個体数をカウントした。抗
生物質としてアンピシリン、オキサシリン、バンコマイシンを用いた。Ａ、ＭＳＳＡ　Ｂ
、ＭＲＳＡ。
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